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Abstract: Phagodeterrence by a crude extract of common rue (Ruta chalepensis, Rutaceae) and its parti-
tions on Hypsipyla grandella (Lepidoptera: Pyralidae) larvae. Hypsipyla grandella (Zeller) larva is maybe the
main forest pest in Latin America and the Caribbean, as it bores into the main shoot of trees providing precious
woods, such as mahoganies (Swietenia spp.) and cedars (Cedrela spp.). In the search for a preventative method
for managing it, the crude leaf extract of common rue (Ruta chalepensis L.), as well as four partitions thereof
(water, hexane, dichlorometane, and ethyl acetate), were tested for phagodeterrence. Laboratory bioassays
involved increasing concentrations of the crude extract (0.1, 0.32, 1.0, 3.20 and 10.0%w/v) as well as each one of
the partitions (in accordance to the yield obtained from the partitioning process), plus rutin, a flavone glycosid.
A randomized complete block design, with four replicates, was used. H. grandella instar I1I larvae were exposed
for 24 h to cedar (Cedrela odorata) leat discs dipped into the respective treatment, after which disc consumption
was measured. Strong phagodeterrence was detected at concentrations as low as 0.32 and 0.074%w/v for the
crude extract and the hexane partitions, respectively; the ethyl acetate (0.24%w/v) and the water partition (for all
of its concentrations), as well as the rutin (starting at 0.064%w/v), caused phagodeterrence, too. Moreover, the
crude extract was submitted to a phytochemical screening by means of a number of qualitative tests, to determine
possible metabolites causing phagodeterrence, the most important being alkaloids, triterpenes, coumarins and
rutin. A particular phytochemical screening was carried out for the hexane partition, which was the most active.
Rev. Biol. Trop. 58 (1): 1-14. Epub 2010 March 01.
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El gusano barrenador de las meliaceas,
Hypsipyla grandella (Zeller) (Lepidoptera:
Pyralidae) representa la principal limitante para
el establecimiento de plantaciones comerciales
de caobas (Swietenia spp.) y cedros (Cedrela
spp.) en América Latina y el Caribe (Schabel
et al. 1999).

Puesto que es especifica de la familia
Meliaceae (Becker 1976), dicha especificidad
sugiere que algunos principios quimicos pre-
sentes en miembros de otras familias pudieren
actuar como disuasivos, repelentes, reguladores
del crecimiento o insecticidas de H. grandella
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(Hilje & Mora 2006). Por ejemplo, los extrac-
tos de madera y follaje del hombre grande
(Quassia amara L. ex Blom, Simaroubaceae) y
de follaje de ruda (Ruta chalepensis L., Ruta-
ceae) actiian como fagodisuasivos de las larvas,
en tanto que el de frutos de tacaco cimarréon
Sechium pittieri (Cogn.) C. Jeffrey (Cucurbita-
ceae) es muy toxico para las larvas (Mancebo
et al. 2000, 2001).

En el caso de las dos primeras especies,
sus extractos son sistémicos, por lo que una
vez dentro del arbol podrian desplazarse hacia
los nuevos brotes y protegerlos del ataque de



la larva (Soto et al. 2007). Asimismo, hasta
ahora se ha profundizado en el estudio de la
actividad de las particiones fitoquimicas del
hombre grande (Soto 2001), pero no de la
ruda, lo cual amerita hacerse, sobre todo por
la mayor disponibilidad de materia prima. Por
ser una planta herbacea, la ruda es facilmente
cultivable, ademas de su cosmopolitismo y la
diversidad de ambientes en que puede desarro-
llarse. Dicha especie, de origen mediterraneo,
se encuentra distribuida en paises templados
y tropicales, y fue introducida al continente
americano después de la conquista espafiola
(Giinaydin & Savci 2005).

Se ha documentado que el follaje de R.
chalepensis posee numerosos metabolitos
secundarios, pero se desconoce cual o cua-
les podrian causar la actividad fagodisuasiva
sobre H. grandella. Por tanto, el objetivo de
esta investigacion fue confirmar la actividad
fagodisuasiva de un extracto crudo del follaje
de ruda, asi como determinar las particiones
fitoquimicas mas activas, como paso previo a
la eventual identificacion de los posibles com-
puestos causantes de dicha actividad.

MATERIALES Y METODOS

Localizacion: Los experimentos biologi-
cos se realizaron en el Laboratorio de Ento-
mologia del Centro Agrondémico Tropical de
Investigacion y Ensefianza (CATIE), ubicado
en Turrialba, Costa Rica. Por su parte, la
preparacion del extracto y de las particiones
fitoquimicas, asi como las pruebas y métodos
quimicos, se efectuaron en la Escuela de Qui-
mica de la Universidad Nacional (UNA), en
Heredia, Costa Rica.

Para garantizar la uniformidad genética,
quimica y de edad del follaje de ruda, éste se
compro en julio de 2006 en la finca El Arca de
las Hierbas, que es un jardin etnobotanico ubi-
cado en San Pedro de Santa Barbara, Heredia,
a 1200 m, donde la precipitacion anual alcanza
2300 mm, presenta cuatro meses secos bien
definidos y el suelo es de origen volcéanico.
Asimismo, su identificacion fue confirmada

por el especialista Luis J. Poveda (Escuela de
Ciencias Ambientales, UNA).

Obtencion del extracto crudo y de las
particiones de R. chalepensis: Para la prepa-
racion del extracto crudo, a partir de 10kg de
follaje fresco se obtuvieron 1.25kg después
de secarlo en un horno de conveccion (Hone-
ywell) a 40°C; posteriormente se pulverizoé en
un molino (Thomas-Wiley 4).

Del total de material seco, se sometio a
maceracion 1kg en una solucion hidroalcoho-
lica de metanol al 70% por 24h, a temperatura
ambiente. La disolucién obtenida se filtro en
papel Whatman N° 1 y el residuo sélido se
extrajo de nuevo con metanol al 80% para
aumentar el rendimiento del proceso. Los pro-
ductos de las dos extracciones se mezclaron
y luego se concentraron al vacio hasta lograr
una consistencia viscosa en un baflo de agua
a 40-45°C, empleando un evaporador rotato-
rio (Brinkmann Biichi CH9230). Después el
extracto se pas6 por un liofilizador (VirTis
Untrap II) para eliminar el agua remanente de
los residuos, dando como porcentaje de rendi-
miento en base seca 30.25%, equivalente a una
masa de 302.50g.

Del extracto crudo se obtuvieron las par-
ticiones fitoquimicas, empleando la técnica
de extraccion liquido-liquido, para lo que se
tomaron 25¢g del extracto crudo liofilizado y se
redisolvieron en 100ml de agua. La disolucion
resultante se deposité en un embudo de extrac-
cion de 500ml y se realizaron tres extracciones
de 150ml cada una (450ml) con disolventes de
polaridades ascendentes: hexano, diclorometa-
no y acetato de etilo. La disolucion remanente
en el embudo de extraccion constituy6 la par-
ticién acuosa.

Las particiones se recolectaron y se con-
centraron en un evaporador rotatorio (Brink-
mann Biichi CH9230) hasta alcanzar sequedad,
para eliminar el disolvente. En el caso de la
particion acuosa, ésta se sometio a liofilizacion.
A partir de 25¢g de extracto crudo liofilizado, el
proceso de extraccion liquido-liquido permitio
obtener 1.85 g de concentrado de la particion
hexano, 2.30g de concentrado de la particion
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diclorometano, 0.60g de concentrado de la par-
ticion acetato de etilo y 17.05g de liofilizado
de la particion acuosa. El rendimiento total fue
de 87.20%.

El extracto crudo y las particiones se man-
tuvieron en frascos herméticos, en refrigeracion
y en la oscuridad, para evitar su descomposi-
cién quimica o su contaminaciéon con hongos,
para utilizarlos en el momento requerido para
los experimentos.

Larvas de H. grandella: Las larvas se
tomaron de una colonia existente en el Labo-
ratorio de Entomologia del CATIE, lo que
garantizo una fuente continua de material en el
instar larval requerido para la realizacion de los
respectivos experimentos.

El mantenimiento normal de la colonia se
efectud de la siguiente manera. Los dos prime-
ros instares larvales se alimentaron de hojas
tiernas de arboles de cedro (Cedrela odorata),
para luego alimentarse con dieta artificial (Var-
gas et al. 2001), dentro de frascos de vidrio de
30ml. Las larvas se mantuvieron dentro de una
camara bioclimatica (Percival I-35L) a 25°C y
un fotoperiodo de 8L:160, hasta que alcanza-
ron el estadio de pupa.

Seguidamente, las pupas fueron trans-
feridas a jaulas de muselina de 50x50x55cm
(ancho x largo x alto), las que se colgaron en
un invernadero donde, al emerger, ocurri6 la
copula. Las hembras depositaron los huevos en
las paredes de las jaulas, las cuales se llevaron
al laboratorio cada tres dias, donde fueron lava-
das con agua en un recipiente, para provocar el
desprendimiento de los huevos. Estos se depo-
sitaron en el fondo del recipiente, se recogieron
con una jeringa y se transfirieron a pequefios
trozos de papel, los cuales se colocaron en cajas
plasticas conteniendo follaje de cedro.

Efecto fagodisuasivo del extracto crudo
de ruda: En este bioensayo, los tratamientos
correspondieron a cinco concentraciones (10.0;
3.2; 1.0; 0.32 y 0.1 % m/v), las cuales se com-
pararon con un testigo absoluto (agua destila-
da) y un testigo relativo, que fue el metanol. La
preparacion de las mezclas se realizo el mismo
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dia de su aplicacion, disolviendo el extracto
crudo liofilizado en metanol. A cada tratamien-
to, asi como al testigo relativo, se le afiadio
24%v/v de metanol y el agente emulsificante
Citowett (100% de ingrediente activo, BASF
Alemania) a una concentracion de 0.04% v/v.

Los tratamientos se aplicaron a discos de
hojas de cedro de 2.3cm de diametro, cortados
con un sacabocados a partir de hojas de cedro
frescas, sanas, tiernas y bien formadas, las que
se recolectaron en el campo el mismo dia; se
evitd que contuvieran parte de la nervadura
central del foliolo, de manera que la larva no
barrenase alli. La aplicacion de los tratamientos
se hizo sumergiendo los discos en el respectivo
tratamiento durante 10s y dejandolos secar a
temperatura ambiente, antes de exponerlos a
larvas de tercer instar de H. grandella.

Se empled un disefio de bloques comple-
tamente al azar con sub-muestreo, con cuatro
repeticiones. Cada bloque estuvo representado
por una bandeja y la unidad experimental se
conformd de diez larvas, cada una de las cua-
les se consider6 como una sub-muestra. Las
bandejas se colocaron dentro de una camara
bioclimatica (Percival I-35L), a 25°C y un foto-
periodo 12L:120.

A cada larva, que se encontraba en ayuno
por 3h dentro de frascos de vidrio de 30ml,
se le suministré un disco impregnado con el
tratamiento. Después de 24h de exposicion a
la respectiva larva, a cada disco se le midio el
porcentaje de area de consumo, segun la escala
visual del programa Distrain 1.0 (Tomerlin &
Howell 1988). A dicha variable se le efectud
un analisis de varianza, y las medias de cada
tratamiento se compararon mediante la prueba
de jerarquizacion multiple de Tukey, con un
valor de significancia fijo (a=0,05). Se empled
el paquete estadistico InfoStat (2001).

Efecto fagodisuasivo de las particiones
fitoquimicas de ruda: Para determinar la mas
eficaz, se evaluaron las particiones hexano,
diclorometano y acetato de etilo, asi como el
liofilizado de la particion acuosa. Los trata-
mientos correspondieron a las concentraciones
en que cada particion se encontraria dentro



del extracto crudo, cuando éste se aplico a
las concentraciones de 10.0; 3.2; 1.0; 0.32 y
0.1%m/v y segun los rendimientos del proceso
de particionamiento. Ademas, se determino la
actividad fagodisuasiva del glicosido flavonico
rutina.

Por tanto, se evaluaron los siguientes trata-
mientos (concentraciones %m/v): 0.74; 0.2368;
0.074; 0.02368 y 0.0074 (particion hexano);
0.92; 0.2944; 0.092; 0.02944 y 0.0092 (par-
ticion diclorometano); 0.24; 0.0768; 0.024;
0.00768 y 0.0024 (particion acetato de etilo);
6.82; 2.1824; 0.682; 0.21824 y 0.0682 (par-
ticion acuosa); y 2.0; 0.64; 0.2; 0.064 y 0.02
(rutina, reactivo Sigma-Aldrich).

Tales disoluciones se prepararon por dilu-
cion el mismo dia de su aplicacion, a partir de
una disolucién madre. Para los tratamientos con
las particiones hexano, diclorometano y acetato
de etilo, se emplearon mezclas al 6%v/v con el
respectivo disolvente, con 0.12%v/v del agente
emulsificante Citowett. A la particién acuosa
se le agregd unicamente el emulsificante en
una concentracion de 0.04%v/v. En el caso de
la rutina, se utilizaron mezclas al 24%v/v de
metanol y 0.04%v/v del agente emulsificante.
El procedimiento metodologico restante fue
idéntico al utilizado en el bioensayo con el
extracto crudo.

Tamizaje fitoquimico del follaje de ruda:
Todos los procedimientos indicados en esta
seccion se efectuaron segiin el método descrito
por De Albuquerque (2000).

Se utilizaron 10g de follaje seco y molido,
el cual se sometié a extraccion con 250ml de
hexano, utilizando un Soxhlet. Luego el resi-
duo se seco y se sometid a otra extraccion en
Soxhlet, con 250ml de etanol. Finalmente, el
material remanente se extrajo con 200ml de
agua, bajo reflujo.

Extracto hexano: El extracto obtenido
se concentrd en un evaporador rotatorio, hasta
un volumen aproximado de 200ml y se divi-
di6 en dos alicuotas. Una de 20ml se evapord
hasta sequedad y se disolvié en 20ml de etanol
(fraccion A), mientras que la otra, de 180ml, se

concentrd hasta un volumen de 50ml (fraccion
B). A la fraccion A se le adicionaron 10ml de
KOH 0.5M vy se sometio a reflujo por 2h, para
luego adicionar 20ml de agua. Seguidamente
el etanol se evaporo, para realizar tres extrac-
ciones con 10ml de éter cada una, y asi obtener
una fase organica y otra acuosa.

A la fase etérea se le realizaron las pruebas
con los reactivos de Liebermann-Burchard y
Carr Price, mientras que la fase acuosa se acidi-
fico con HCI concentrado, a un intervalo de pH
3-4. Seguidamente se realizaron extracciones
(2 x 10ml) con éter, el cual se evapord hasta
que estuviera completamente seco, para asi
detectar la presencia de acidos grasos.

Para las pruebas realizadas a la fraccion B,
se tomaron 10ml y se evaporaron. El residuo
obtenido se disolvio en 3ml de HCl al 2% v/vy
se dividid en tres porciones para la realizacion
de tres pruebas (testigo, reactivo de Mayer y
acido silico-tingstico). Se concentraron 5ml
hasta sequedad, para luego afiadir 2ml de cloro-
formo y gotas del reactivo Carr Price.

Se evaporaron 5Sml, y el residuo se disol-
vié en 2ml de metanol caliente. Luego se
adicionaron limaduras de Mg y 1ml de HCI
concentrado. Después de transcurridos unos
10min, la apariciéon de una coloracién rojiza
es positiva para la mayoria de las agliconas de
flavonoides.

Se evaporaron Sml. Seguidamente el resi-
duo se disolvié en 2ml de agua hirviendo y de
la disolucion obtenida se aplicaron dos man-
chas sobre un papel de filtro, con un capilar.
Sobre una de las manchas se verti6 una gota de
KOH 0.5M. La prueba es positiva para cumari-
nas al observar fluorescencia a una longitud de
onda de 366nm.

Se concentraron hasta sequedad Sml y el
residuo se disolvio en 1ml de cloroformo. Al
mismo se le adiciond el reactivo de Lieber-
mann-Burchard. Se evaporaron 5ml y al resi-
duo se le afiadié 1ml de hidroxido de amonio
al 25%v/v. La aparicion de una coloracion roja
indica la posible presencia de emodinas.

Extracto alcohélico: El extracto obtenido
se concentrd hasta un volumen aproximado de
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200ml y se dividio en dos partes iguales: una se
concentrd a 30ml (fraccion A) y la otra a 50ml
(fraccion B).

En cuanto a las pruebas realizadas a la
fraccion A, se tomo un volumen de 5ml, al que
se le agregaron 2ml de agua. A la disolucion
obtenida se le afadieron cinco gotas del reacti-
vo de FeCl, al 1%m/v, para la identificacion de
taninos. Por otra parte, se tomaron 5ml, a los
cuales se les agregaron 2ml de agua y 2ml del
reactivo de Fehling. La disolucion resultante se
someti6 a reflujo durante 30min; la aparicion
de un precipitado color ladrillo indica la pre-
sencia de compuestos reductores.

Se concentraron 20ml hasta sequedad.
El residuo fue disuelto en 20ml de HCI al
10%v/v y se retiraron 3 ml (muestra 1). Los
17ml restantes se alcalinizaron hasta un pH de
9, empleando una disolucion de NaOH 1 + 1.
Seguidamente se realizaron extracciones con
éter (3 x 10 ml) y la particion etérea se evaporo,
para luego agregarle al residuo obtenido 3ml de
HCI 10%v/v (muestra 2). Las muestras 1 y 2
se dividieron en tres tubos de ensayo cada una:
testigo, Mayer y acido silico-tungstico.

Para las pruebas realizadas a la fraccion B,
a 50ml de extracto se le adicionaron 20ml de
HCI 20%v/v. La disolucion obtenida se colocod
en reflujo por 30min, para después agregar
20 ml de agua y concentrar para reducir el
volumen a aproximadamente 30ml. El extracto
concentrado se extrajo con éter (3 x 20ml),
separando la fase acuosa de la etérea. La tltima
se concentr6 hasta aproximadamente la mitad,
y a la fase acuosa se le elevo el pH a 9-10 con
una disolucion de NaOH 1 + 1. La aparicion de
una coloracion verde-castafio o azul, indica la
posible presencia de antocianinas.

En el caso de la fase etérea, se aplicaron
dos manchas sobre un papel de filtro, a las que
se les afiadio una gota de KOH 0.5M (prueba
para cumarinas).

Ademas, se concentraron hasta sequedad
5mly el residuo resultante se disolvio en 3ml de
NH,OH al 25%v/v. La aparicion de una colora-
cion roja es positiva para antracendsidos.

De la misma fase etérea se evaporaron
10ml. El concentrado se disolvié en metanol al
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50%v/v en agua. A la disolucion resultante se le
afiadieron limaduras de Mg y 1ml de HCI con-
centrado, dejando que transcurrieran 10min.
La prueba es positiva para flavonoides cuando
aparece una coloracion roja. Finalmente, se
concentraron 10ml para efectuar la prueba de
Liebermann-Burchard.

Extracto acuoso: El extracto se dividid
en dos partes de 100ml cada una (fracciones
Ay B), a la que se le adicionaron 20ml de
HCI concentrado y se calentd hasta alcanzar
su punto de ebullicion, en posicion de reflujo,
durante 30min.

En cuanto a las pruebas realizadas a la
fraccion A, se tomaron Sml de la fraccion y se
le anadieron 3ml de agua, mas dos gotas del
reactivo de Lugol. A 5ml se le agregd 1ml de
la solucion de Fehling, colocando la solucion
obtenida en reflujo durante 30min. Por otra
parte, se afiadieron 45ml de agua a 5ml de la
fraccion, y se agitd durante 10min. La forma-
cion de espuma persistente es positiva para
saponinas.

A 3ml se le afiadieron 2ml de agua. Luego,
se adicionaron 3-4 gotas de FeCl, al 1%v/v.
En otra prueba se tomaron 30ml y se ajust6 el
pH a 9 con NH,OH. La disolucion resultante
se sometio a extracciones con éter (3 x 30ml).
La fase etérea se evapor6 hasta sequedad y el
residuo se disolvio con 10ml de HCI 10%v/v.
El mismo se dividié en tres tubos de ensayo:
testigo, Mayer y acido silico-tingstico.

Para la fraccion B se realizaron las mismas
pruebas descritas para la fraccion A.

Identificacion del glicésido flavénico
rutina: Puesto que la rutina esta presente en
el follaje de R. chalepensis (Cabo & Panadero
1951), para confirmar de manera cualitativa
su presencia en los materiales evaluados se
efectuaron cromatografias en capa fina (CCF)
contra un patrén de rutina, tanto para el extrac-
to crudo, como para las particiones diclo-
rometano, acetato de etilo y acuosa. Para la
CCF se utilizaron cromatofolios AL de gel de
silice, Merck, 60 F,,, y la fase movil: aceta-



to de etilo-etilmetilcetona-acido formico-agua
(50:30:10:10) (Stahl 1990).

Marcha fitoquimica de la particién mas
promisoria: Dado que en los experimentos
la particion hexano mostré la mayor activi-
dad fagodisuasiva, se sometié a un analisis
fitoquimico cualitativo, o marcha fitoquimica.
El analisis se realizd Unicamente a algunos
metabolitos secundarios (alcaloides, cumarinas
y triterpenos y/o esteroides), considerando la
polaridad y afinidad de éstos con el hexano
como disolvente, asi como su potencial activi-
dad fagodisuasiva.

Para ello se obtuvo la particiéon hexano a
partir del extracto crudo liofilizado, disolvien-
do 25g del mismo en agua. Posteriormente se
realizaron tres extracciones liquido-liquido de
150ml cada una, utilizando el hexano como
disolvente. Se unieron las extracciones con
hexano y se concentraron hasta reducir el
volumen a unos 75ml. El residuo obtenido se
empled para efectuar la marcha fitoquimica. A
continuacion se describen las pruebas para la
identificacion de los metabolitos estudiados,
para todos los cuales se emplearon reacciones
en tubo de ensayo y analisis por CCF.

Alcaloides: Se tomaron 30ml de la par-
ticion hexano obtenida mediante el procedi-
miento descrito anteriormente, los cuales se
concentraron hasta sequedad en un evaporador
rotatorio. Luego se adicionaron Sml de HCI
10%v/v y se calentd por 10min. Se enftrio,
filtro, dividio en tres tubos de ensayo y se agre-
garon unas gotas de los reactivos de reconoci-
miento (Dragendorff, Mayer & Wagner).

Para el analisis por CCF se midi6 un
volumen de 10ml y se concentr6 hasta seque-
dad. EI residuo se calentdé en una mezcla de
etanol-cloroformo (1:1). El analisis por CCF
se realizd con los siguientes tres sistemas de
solventes: CHCI,-CH,OH (9:1), CHCl;-AcOEt
(8:2) y AcOEt-MeOH-H,O (100:13.5:10). La
deteccion se efectué mediante el revelador de
Dragendorff.

Cumarinas: En un tubo de ensayo se ver-
tieron 5ml de la particion hexano, se tapo con
un papel de filtro impregnado con una solucién
diluida de NaOH y se llevo a un bafio de agua
caliente hasta que todo el disolvente se evapo-
rara. Luego, el papel de filtro se removid y se
observo a la luz UV.

El analisis por CCF se efectud con dos
sistemas de solventes. Uno fue el AcOEt. El
otro correspondié a C,Hg-C,H,OC,H, (1:1,
saturado con CH,;COOH al 10%v/v); se agita-
ron 50ml de tolueno, 50ml de éter y 50ml de
acido acético 10%v/v, por Smin, tras lo cual
se separaron las capas y se utilizo la organica.
La deteccion se efectu6é de dos maneras: a) sin
tratamiento quimico, se da una intensa fluores-
cencia a 366nm; b) con tratamiento quimico, se
utilizé una solucion de KOH 5%v/v en etanol
que intensifica la fluorescencia.

Triterpenos y/o esteroides: Se llevaron
a sequedad aproximadamente 20ml de la par-
ticion hexano, para luego adicionarle 20ml de
cloroformo, filtrar, y dividir en dos porciones
el filtrado. En cada uno de los tubos se realiza-
ron las reacciones de Liebermann-Burchard y
Salkowski. Para el analisis por CCF se utiliz6
C4H- AcOEt (86:14) como sistema de solven-
te. La deteccion se efectué mediante el revela-
dor de Liebermann-Burchard.

RESULTADOS

Efecto del extracto crudo de ruda: Con
respecto al consumo de los discos foliares de
cedro, hubo grandes diferencias entre los tra-
tamientos (F=36.42, g.l.=6, p<0.0001) (Fig.
1A). Los discos impregnados con las tres con-
centraciones mas altas mostraron los menores
porcentajes de consumo, y no hubo diferencia
entre ellos (p>0.05). Los testigos de agua y
el disolvente tampoco mostraron diferencias
entre si, pero si con respecto a los anteriores y
al tratamiento de 0.32%m/v (p<0.05); fueron
semejantes al tratamiento de 0.1%, el cual
se pareci6 (p>0.05) al de la concentracion
inmediatamente superior (0.32%). Es decir, el
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Fig. 1. Consumo de discos foliares de cedro al exponer larvas de instar Il de H. grandella por 24h, tratados con concentra-
ciones crecientes del extracto crudo de follaje de R. chalepensis (A), asi como con las particiones hexano (B), diclorometano
(C), acetato de etilo (D) y acuosa (E), mas la rutina (F).

Fig. 1. Consumption of cedar leaf disks treated with increasing concentrations of a crude extract of R. chalepensis foliage

(A), as well as with the hexane (B), dichlorometane (C), ethyl acetate (D) and water (E) partitions, plus rutin (F), when
supplied to third-instar H. grandella larvae for 24h.
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extracto crudo mostré actividad fagodisuasiva
a una concentracion tan baja como 0.32%m/v.
Al aumentar la concentracion del extracto,
el porcentaje promedio de consumo disminuy6
(Fig. 2A); las variables dependiente e indepen-
diente correspondieron al porcentaje de con-
sumo y a la concentracion del extracto crudo,
respectivamente. El mejor ajuste de la curva se
encontré con un modelo potencial (R?=0.94).

Efecto de las particiones fitoquimicas de
ruda: En cuanto al consumo de discos tratados
con la particion hexano, hubo grandes diferen-
cias entre los tratamientos (F=40.53, g.1.=6,
p<0.0001) (Fig. 1B). Los discos tratados con
la concentraciéon mas alta mostraron el menor
porcentaje de consumo, pero no difirié del tra-
tamiento con la concentracion inmediatamente
inferior (p>0.05); este ultimo no difirio del
tratamiento correspondiente al 0,074%. Por su
parte, los testigos representados por el agua y
el disolvente, asi como las dos concentraciones
inferiores, no mostraron diferencias entre ellos,
pero si con respecto a los anteriores. En sinte-
sis, al aumentar la concentracion, el porcentaje
de consumo disminuy6 (Fig. 2B), y el mejor
ajuste de la curva de respuesta lo aportd un
modelo logaritmico (R?=0.98).

En relacion con la particion diclorome-
tano, hubo grandes diferencias entre los tra-
tamientos (F=270.24, g.l.=6, p<0.0001) (Fig.
1C); los testigos absoluto y relativo difirieron
entre si (p<0.05). Las dos menores concentra-
ciones fueron semejantes al disolvente, pero
se asemejaron a las restantes concentracio-
nes, exceptuando la mayor de ellas (p<0.05).
Aunque hubo diferencias significativas entre
los tratamientos en cuanto a los porcentajes
de consumo, éstas no fueron muy grandes
conforme se incrementd la concentracion. El
mejor ajuste de la curva de respuesta (Fig. 2C)
se encontrd utilizando un modelo exponencial
(R?=0.98).

En cuanto a la particion acetato de etilo,
hubo grandes diferencias entre los tratamientos
(F=9.69, g.1.=6, p<0.0001) (Fig. 1D). Solamen-
te los discos impregnados con la concentracion

mas alta (0,24%) difirieron del resto de los
tratamientos (p<0.05); los demas tratamientos
y la mezcla disolvente no difirieron entre si y,
ademas, el testigo absoluto no difirio de ésta.
En general, hubo una tendencia a la disminu-
cion en el porcentaje de consumo al aumentar
la concentracion (Fig. 2D); el mejor ajuste de la
curva de respuesta lo aporté un modelo expo-
nencial (R?= 0.94).

Con respecto a la particion acuosa, hubo
grandes diferencias entre los tratamientos
(F=30.43, g.1.=6, p<0.0001) (Fig. 1E). Los
testigos (agua y disolvente) no difirieron entre
si, pero si difirieron todos los tratamientos
(p<0.05). De éstos, el consumo fue menor a las
tres concentraciones mas altas, sin diferencias
entre si (p>0.05), pero los valores obtenidos a
las concentraciones no mostraron tendencias
bien definidas. En general, el porcentaje de
consumo se incrementd al aumentar la concen-
tracion (Fig. 2E); el mejor ajuste de la curva de
respuesta se obtuvo con un modelo potencial
(R?=0.98).

Finalmente, al determinar el consumo de
los discos tratados con la rutina, hubo grandes
diferencias entre los tratamientos (F=29.06,
g.1=6, p<0.0001) (Fig. 1F). Aquellos impreg-
nados con las cuatro mayores concentraciones
mostraron los menores porcentajes de consumo
(p<0.05), sin diferencias entre si. Por su parte,
los dos testigos no difirieron entre si, y el
correspondiente al disolvente se asemejo al tra-
tamiento con la menor concentracion. Asimis-
mo, el porcentaje de consumo se incremento al
aumentar la concentracion (Fig. 2F). El mejor
ajuste de la curva de respuesta lo aportd un
modelo potencial (R?>=0.93).

Tamizaje fitoquimico del follaje de
ruda: Se identificaron los principales grupos
de metabolitos secundarios presentes, los cua-
les correspondieron a alcaloides, cumarinas,
flavonoides, taninos, saponinas, esteroides y/o
triterpenos (Cuadro 1). Asimismo, mediante las
cromatografias de capa fina se determind con
claridad la presencia de la rutina en el extracto
crudo, asi como en la particion acuosa.
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Fig. 2. Relacion entre el consumo por larvas de instar III de /. grandella, en respuesta a de discos foliares de cedro tratados
con concentraciones crecientes del extracto crudo de follaje de R. chalepensis (A), asi como con las particiones hexano
(B), diclorometano (C), acetato de etilo (D) y acuosa (E) y la rutina (F). La linea continua muestra la tendencia tedrica
(estimada).

Fig. 2. Relationship between consumption by third-instar H. grandella larvae, in response to cedar leaf disks treated with

increasing concentrations of a crude extract of R. chalepensis foliage (A), as well as to the hexane (B), dichlorometane (C),
ethyl acetate (D) and water (E) partitions, plus rutin (F). The continuous line depicts the predicted response curve.
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CUADRO 1
Analisis cualitativo de los principales grupos de metabolitos secundarios detectados mediante tamizaje
fitoquimico del follaje de R. chalepensis

TABLE 1
Qualitative analysis of the main metabolites detected by phytochemical screening of R. chalepensis foliage

Extraccion Metabolitos

Hexano Triterpenos/esteroides
Carotenoides

Acidos grasos
Alcaloides

Agliconas de flavonoides
Cumarinas

Emodinas

Etanol Taninos

Compuestos reductores
Alcaloides

Cumarinas
Antracenosidos
Flavonoides
Triterpenos/esteroides

Antocianinas

Almidén
Compuestos reductores

Acuosa

Saponinas
Taninos
Alcaloides

Fraccion
A B
+ +
+ +
- n.a
n.a
n.a. -
n.a. +
n.a. -
+ n.a
+ n.a
+ n.a
n.a. +
n.a -
n.a. +
n.a. +
n.a +
+ _
+ _

n.a.: indica que el grupo de metabolitos correspondiente no fue analizado, mediante ninguna prueba quimica.

Marcha fitoquimica de la particion mas
promisoria: Se comprob¢ la presencia de alca-
loides, cumarinas y triterpenos y/o esteroides,
mediante las reacciones elegidas para cada tipo
de compuestos.

DISCUSION

La actividad fagodisuasiva del extracto
crudo (hidroalcohoélico) de ruda sobre las lar-
vas de H. grandella confirmo los hallazgos de
Mancebo et al. (2001), quienes la detectaron a
una concentracion tan baja como 0.32% m/v, la
misma obtenida en la presente investigacion.
Dicha reaccion de las larvas de H. grandella
se explicaria por la presencia de receptores

10

ubicados en las maxilas, conocidos como sen-
sillas estiloconicas (Schoonhoven 1980). Man-
cebo ef al. (2001) también demostraron que
el extracto de ruda no afecta el tiempo de
desarrollo de cada instar larval ni de la pupa,
ni tampoco el peso de la pupa, por lo que estas
variables no fueron estudiadas en la presente
investigacion.

De las particiones fitoquimicas evaluadas,
la de hexano causo la actividad fagodisuasiva
mas marcada, a una concentracion de apenas
0.074%m/v; ademas, fue la que mas se acerco
a la tendencia mostrada por el extracto crudo,
lo cual sugiere que los compuestos presentes
en ella podrian ser los principales causantes de
dicha actividad. Por su parte, la de acetato de
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etilo no difirié de la de su disolvente en el bio-
ensayo, con excepcion del tratamiento aplicado
a la concentracion mas elevada. En cambio, la
particion acuosa causé fagodisuasion de apenas
0.0682%m/v, la cual se incrementd conforme
aumento la concentracion.

Con la particiéon diclorometano hubo pro-
blemas. Si bien el consumo fue muy bajo en
todos los tratamientos, también lo fue en el
testigo relativo, y en todos los casos la super-
ficie de los discos presentd sintomas tipicos
de fitotoxicidad (corrugamiento, disolucion de
pigmentos y deshidratacion del tejido foliar),
tornandolos poco o nada apetecibles para las
larvas, causando la muerte de éstas por inani-
ci6n; no obstante, no debe descartarse un efecto
toxico directo del diclorometano.

Ademds de confirmar la actividad
fagodisuasiva del extracto crudo de ruda y
determinar cudles particiones fueron mas acti-
vas, se caracterizaron los principales grupos de
metabolitos secundarios, que serian o podrian
ser los principales causantes de dicha actividad.
Asi se avanzaria hacia la eventual identifica-
cion de los compuestos especificos, los cuales
podrian utilizarse en la manufactura de algln
producto comercial que se pudiera desarrollar
eventualmente.

Al respecto, se determind que el follaje
de ruda contiene alcaloides, cumarinas, tri-
terpenos, flavonoides, taninos, saponinas, y
esteroides, lo cual coincide con lo reportado en
la literatura (Al-Said et al. 1990, Giinaydin &
Savci 2005, Mayadah et al. 2007). De ellos, los
tres primeros tipos de compuestos predomina-
ron en la particion hexano, que fue la de mayor
actividad fagodisuasiva.

Se sabe que algunos alcaloides son toxicos
o fagodisuasivos para insectos (Croteau et al.
2000). La ruda es una rica fuente de varios
alcaloides de acridona y quinolina, presentes
no solo en el follaje, sino también en las raices
(Ulubelen ef al. 1986, Ulubelen & Terem 1988,
El Sayed et al. 2000) y, ademds en otras espe-
cies de la familia Rutaceae (Mann 1996).

En cuanto a las cumarinas o benzopira-
nonas, aparecen en varias estructuras de las
plantas, con funciones defensivas (Croteau et
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al. 2000). De ellas, en la ruda predomina el ber-
gapteno, acompafiado por la chalepensina, cha-
lepina, isopimpinelina y xantotoxina (Ulubelen
et al. 1986).

Entre los triterpenos, que son terpenoides,
algunos son toxicos o fagodisuasivos para
insectos (Croteau et al. 2000). Por ejemplo,
uno de ellos es el limonoide azadiractina, pre-
sente en la semilla del arbol de nim (4zadira-
chta indica A. Juss.), el cual puede ser toxico o
regulador del crecimiento en larvas de H. gran-
della, dependiendo de su formulacion; asi lo
demostraron Mancebo et al. (2002) al evaluar
los productos comerciales Azatin y Nim 80.

Con respecto a los flavonoides, compren-
den un grupo de compuestos fenodlicos muy
diverso, como las proantocianidinas y taninos
condensados, que pueden actuar como fagodi-
suasivos o como protectores de la madera; las
antocianinas, que son pigmentos vegetales, y
los isoflavonoides, con fines defensivos (Cro-
teau et al. 2000). Asimismo, se les encuentra
tanto en su forma libre (agliconas) o como
glicosidos que contribuyen a darle color a las
flores, frutos y hojas (Dominguez 1988).

Por su parte, las saponinas son muy toxicas
para vertebrados herbivoros y algunas actian
como agentes cardioactivos de importancia far-
macologica (Dominguez 1988, Croteau et al.
2000). Los taninos son compuestos fendlicos;
la aparicién de una coloracion verde es una
prueba presuntiva de la presencia de taninos
catéquicos derivados de la catequina (Domin-
guez 1988). Asimismo, los compuestos reduc-
tores se identificaron por el reactivo de Fehling
en el cual el ion Cu*" del CuSO, es oxidado a
Cu'*, cuyo compuesto es el precipitado Cu,O
(Horton et al. 1995).

En sintesis, los resultados del tamizaje
fitoquimico en la presente investigacion, mas
el sustento en la bibliografia existente, sugie-
ren que los futuros esfuerzos debieran enfo-
carse hacia la separacion por cromatografia
de los grupos de metabolitos presentes en la
particion hexano, para determinar el grupo de
compuestos con mayor actividad fagodisuasiva
sobre las larvas de H. grandella y, posterior-
mente, realizar la elucidacion estructural de



alguno o algunos de los compuestos mas acti-
vos, mediante técnicas espectroscopicas.

Al respecto, en la presente investigacion
se avanzd, explorando el efecto especifico de
la rutina, puesto que este glicosido flavonico
es de naturaleza relativamente polar, por lo que
era esperable que se encontrara en mayor pro-
porcién en la particién acuosa y en una menor
cantidad en la de acetato de etilo. El sistema de
disolventes cromatograficos fue idoneo, consi-
derando que el valor del factor de retardo (Ry)
estuvo en el intervalo 0.5-0.6, el cual es ade-
cuado al realizar la separacion de compuestos
por medio de cromatografia de columna.

Al evaluarse de manera individual, la
rutina caus6 fagodisuasion de a apenas 0,064%
m/v, la cual se incrementd levemente con-
forme aumentod la concentracion. Este es el
primer registro de dicho efecto en lepidopteros.
Mallikarjuna et al. (2004) indican que la rutina
inhibe el desarrollo de neonatos de larvas Spo-
doptera litura y Helicoverpa (=Heliothis) zea
(Noctuidae). Es decir, dicho glicésido flavoni-
co posee potencial actividad fagodisuasiva, por
lo que eventualmente podria ser empleado en el
desarrollo de productos dirigidos al manejo de
algunas plagas.

Pero, ademas, la rutina podria emplearse
como un compuesto marcador para la verifica-
cion de la calidad y estabilidad de un eventual
producto comercial, ya que existen numerosos
métodos de cuantificacion para dicho flavo-
noide por HPLC (cromatografia liquida de alta
eficiencia). Asi, por ejemplo, al comparar los
resultados obtenidos de la concentracion de
rutina por dos métodos espectrofotométricos,
Kreft et al. (2002) determinaron que los mis-
mos aportaron valores promedio 30 y 140%
mas altos, destacando la alta selectividad y
sensibilidad de los resultados obtenidos en
las determinaciones por HPLC. Asimismo, se
encuentra en diversas aplicaciones de la indus-
tria farmacéutica, como son las dosis orales de
Gingko biloba y en supositorios para el trata-
miento de hemorroides, utilizandose en ambos
casos como un marcador analitico (Joseph-
Charles et al. 2001; Dubber & Kanfer 2004).

12

No obstante, en cuanto a la actividad
fagodisuasiva de la rutina, es posible que una
sola sustancia individual no aporte el efecto
deseado, dado que podria haber sinergia entre
diferentes sustancias, causando un efecto mul-
tiplicativo mas potente.

De hecho, esto fue lo que se observo en
el bioensayo general con el extracto crudo
del follaje de R. chalepensis, confirmando los
hallazgos de Mancebo ef al. (2001). Asimismo,
en contraste con el proceso de obtencion del
extracto crudo, el aislamiento del metabolito
secundario con mayor actividad biologica para
el desarrollo de una formulacion, requiere la
aplicacion de métodos y técnicas cientificas
mas cuidadosas y costosas, asi como mayor
tiempo y disolventes mas caros. No obstante,
dependiendo de las posibilidades industriales
en gran escala, siempre cabria la opcion de for-
mular la rutina junto con algln sinergista que
potencie su actividad fagodisuasiva.

AGRADECIMIENTOS

A Arturo Ramirez y Francisco Soto
(CATIE), su apoyo en los experimentos y
valiosas sugerencias, respectivamente. A las
autoridades del Departamento de Agricultura
y Agroforesteria del CATIE y de la Escuela de
Quimica de la UNA, por permitir la realizacion
de los experimentos en sus instalaciones.

RESUMEN

La larva de Hypsipyla grandella (Zeller) es quizas la
principal plaga forestal en América Latina y el Caribe, por
perforar el brote principal de arboles de maderas preciosas,
como caobas (Swietenia spp.) y cedros (Cedrela spp.). En
la busqueda de un método preventivo para su manejo, se
estudio la actividad fagodisuasiva del extracto crudo y de
cuatro particiones fitoquimicas (agua, hexano, diclorome-
tano y acetato de etilo) del follaje de ruda (Ruta chalepensis
L.). Se realizaron bioensayos de laboratorio con concentra-
ciones crecientes del extracto crudo (0.1; 0.32; 1.0; 3.20 y
10.0%m/v) y con cada una de las particiones (segin el ren-
dimiento del proceso de particionamiento), asi como con el
glicosido flavonico rutina. Para ello se empled un disefio
de bloques completamente al azar, con cuatro repeticiones
y se expusieron larvas de instar 11l de H. grandella a discos
de cedro (Cedrela odorata) impregnados con el respectivo
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tratamiento, por 24h. Se midi6 el porcentaje de consumo
de cada disco. Hubo un fuerte efecto fagodisuasivo en el
extracto crudo y en la particion hexano, a concentraciones
tan bajas como 0.32% y 0.074% m/v, respectivamente; las
particiones de acetato de etilo (0.24%m/v) y la acuosa (en
todas sus concentraciones), asi como la rutina (a partir del
0.064%m/v) también causaron fagodisuasion. Ademas, se
realiz6 un tamizaje fitoquimico del extracto crudo, utilizan-
do varias pruebas cualitativas para detectar la presencia de
los principales grupos de metabolitos secundarios, entre los
cuales los mas importantes fueron alcaloides, triterpenos,
cumarinas y la rutina. Asimismo, se realizd una marcha
fitoquimica a la particion hexano, por ser la mas activa.

Palabras clave: Hypsipyla grandella, barrenador de melia-
ceas, Ruta chalepensis, ruda, fagodisuasion, alcaloides,
triterpenos, cumarinas, rutina.
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